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TALEN 介 导 的 MYH9 基 因 况 默 及 对 细胞 周期 与 凋 亡 的 影响 
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摘要 :目的 利用 TALEN 技 术 敲 除 人 胃癌 细胞 系 MGC803 细胞 株 MYHo9 基因 ,观察 MYH9 基 因 沉 默 后 细胞 周期 及 凋 亡 改变 。 
方法 根据 斯 丹 赛 FastTALE™ TALEN 试 剂 盒 说 明 书 ,设计 并 构建 靶 向 MYH9 基 因 的 TALEN 质粒 对 。 通 过 质粒 转 染 .DNA 测 
FF. RT-PCR fil Western blot 等 检测 质粒 活性 ,成 功 挑 取 MYH9 基 因 斋 低 单 克隆 株 ,并 对 构建 好 的 细胞 株 进 行 周期 和 凋 亡 检测 。 
结果 成 功 挑选 的 MGC803 单 克隆 细胞 株 未 检测 到 MYH9 JE AI Se A ER; MYH9 基 因 斋 低 后 ,MGC803 细 胞 周期 受阻 于 G2M 


后 期 深入 探讨 胃癌 MYH9 基因 功能 。 
关键 词 :TALEN 技 术 ;MYH9; 细 胞 周期 ;细胞 凋 亡 


期 (P<0.05) ,早期 凋 亡 增加 (P<0.05)。 结 论 利用 TALEN 技 术 成 功 构建 MGC803 细 胞 MYH9 基 因 项 低 单 克隆 株 , 该 模型 有 助 于 


TALEN-mediated MYH9 Knock-down and its influence on cell cycle and apoptosis of 


MGCS803 cell line 


ZHU Xianjun, DENG Haijun, YE Gengtai, SHEN Zhiyong, LI Fengping, GUO Weihong, YANG Qingbin, LIU Hao, LI Guoxin 
Department of General Surgery, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To construct a MYH9 gene knockout model in MGC803 cell line using transcription activator-like effector 
nuclease (TALEN) and observe its effect on cell cycle and apoptosis. Methods According to FastTALE"" TALEN Kit, we 
designed TALEN pairs and constructed the plasmids targeting to MYHO gene. After detecting their activity in MGC803 cells 
by plasmid transfection, DNA sequencing, RT-PCR and western blot, we selected the monoclonal cells and studied the changes 


in the cell cycle and apoptosis. Results MYH9 gene could not be knocked out but knocked down in selected MGC803 
monoclonal cells, which caused cell cycle arrested at G2/M phase (P«0. 05) and a significant increase in the cell number with 
early apoptosis (P«0. 01). Conclusion We successfully generated a MYH9 knockdown model in MGC803 cell lines by TALEN, 


which could be in favor of MYHO function study in gastric cancer. 
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胃 瘤 是 全 世界 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 。 据 统计 ， 
2012 年 全 世界 约 有 95.16 万 胃癌 新 增 病例 ,72.31 万 胃 
癌 死 亡 病 例 "。 尽 管 现代 诊疗 技术 不 断 发 展 ,胃癌 仍 是 
世界 性 难题 ,发 生发 展 机 制 有 待 进一步 深入 。 前 期 我 们 
通过 蛋白 组 学 技术 筛选 6 例 晚期 胃癌 患者 肿瘤 原 发 灶 、 
腹膜 转移 灶 及 相应 胃 正 常 上 皮 间 表达 差异 的 蛋白 质 , 发 
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现 非 肌 细 胞 肌 球 蛋白 重 链 MYH9(myosin, heavy chain 
9, non-muscle ) 基 因 在 胃癌 组 织 中 表达 上 调 , 并 与 胃癌 
患者 生存 预后 相关 。MYH9 参 与 细胞 的 极 性 形成 \ 收 
缩 .迁移 细胞 分 裂 等 过 程 , 它 与 许多 疾病 的 发 生 有 关 ， 
如 遗传 性 血小板 减少 症 ,疱疹 病毒 感染 及 豚 胎 发 育 等 ” 。 
其 在 诸多 实体 肿瘤 中 表达 异常 ,在 胃癌 ”结肠 癌 % 食管 
癌 " 及 乳腺 癌 * 中 促进 肿瘤 的 发 生 与 发 展 ,而 在 头 颂 部 
鳞 癌 中 扮演 抑 癌 角 色 , 并 与 预后 呈正 相关 ”。 作 为 潜在 
的 治疗 对 点 及 预后 指标 ,MYH9 如 何 影响 胃癌 细胞 生物 
学 行为 是 我 们 后 续 的 分 子 机 制 研究 重点 。 获 得 可 靠 的 
基因 敲 除 细胞 模型 是 深入 研究 特定 基因 功能 的 有 力 保 
证 。 随 着 分 子 生物 学 相关 技术 的 不 断 发 展 ,基因 编辑 技 
术 不 断 涌现 并 改进 ,本 研究 选用 效果 稳定 可 靠 的 类 转录 
激活 因子 效应 物 核 酸 酶 (TALEN) 技 术 构建 MGC803 5 
癌 细 胞 系 MYH9 基因 沉默 单 克隆 株 模型 ,并 初步 检测 
MYH9 沉 默 后 细胞 周期 改变 及 凋 亡 情况 ,为 进一步 探索 
MYH9 分 子 机 制 提供 可 靠 模 型 及 潜在 研究 方向 ,为 胃癌 
的 分 子 靶 疝 治疗 提供 潜在 的 治疗 由 点 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 

人 胃癌 细胞 MGC803 由 南方 医科 大 学 南方 医院 消 
化 内 科 实 验 室 保存 。TALEN 质粒 构建 试剂 盒 购 自 上 海 
斯 丹 赛 公司 ;RMPI 1640 培养 基 \ 胎 牛 血清 及 胰 和 蛋白酶 
购 自 Hyclone;Fugene 转 染 试剂 购 自 Roche; 卡 那 霉 素 购 
自 GIBCO; Lipofectamine 3000 转 染 试剂 购 自 
Solarbio; 无 内 毒 质 粒 小 提 试 剂 合 (EZgene™ EndoFree 
Plasmid Miniprep Kit) 购 自 美国 Biomiga; 质 粒 中 提 试 
38] (QIAGEN Plasmid Midi Kit) 购 自 德国 QIAGEN; 
免 抗 人 MYH9、GAPDH 多 克隆 抗体 购 自 Proteintech; 总 
RNA 提取 试剂 RNAiso™ Plus, RNA 逆转 录 试 剂 
PrimeScript™ RT Master Mix, real-time PCR 试剂 
SYBR? Premix Ex Taq"" .MYH9 及 GAPDH 引 物 均 
购 自 日 本 Takara; 细胞 周期 试剂 盒 购 自 凯 基 生物 ;细胞 
凋 亡 试剂 盒 购 自 联 科 生 物 ; 其 余 化 学 试剂 为 国产 分 析 纯 
产品 。 
1.2 方法 
1.2.1 细胞 培养 胃癌 细胞 MGC803 用 含 10% 胎 牛 血清 
的 RMPI 1640 培 养 基 培 养 , 孵 箱 条 件 为 37 ‘C5% CO; 
饱和 湿度 ,细胞 长 满 时 胰 和 蛋白 酶 消化 传代 ,细胞 状态 良 
好 时 用 于 实验 。 
1.2.2 TALEN 质粒 左右 劈 构 建 
1.22.1 TALEN 左右 臂 识别 位 点 的 选择 根据 TALEN 
识别 位 点 的 标准 ,我 们 根据 MYH9 基 因 序 列 设计 了 左 、 
右 臂 打靶 序列 , 左 臂 序 列 工 为 :3-GTGGTCATCAAT 
CCTTA-3', A FF JI R X :5-CCACAATCTCTTCAG 
AGT-3' 
1.2.2.2 TALEN 的 模块 式 组 装 WREE A 
识别 序列 ,在 试剂 盒 的 模块 中 选择 对 应 编号 的 模块 将 其 
集中 到 一 个 PCR 管 并 混 匀 ,放置 于 PCR 仪 中 反应 约 4 h。 
1.2.2.3 涂 板 、 挑 单 克隆 、 摇 菌 将 在 PCR 仪 中 反应 后 的 
产物 转化 大 肠 杆菌 ,均匀 涂 布 于 卡 那 霉 素 抗 性 (Ka") 的 
平板 中 , 置 于 37 % 培 养 箱 中 培养 12~16 h; 次 日 挑 取 单 
克隆 ,将 单 克 隆 接种 于 装 有 5 mL LB 培养 液 ( 含 Ka') 的 
15 mL 离心 管 中 置 于 37 90,250 r/min 的 择 床 中 培养 16 h 
左右 。 
1.2.2.4. 质 将 抽 提 \ 酶 切 并 测序 用 常规 无 内 毒 质粒 小 提 
试剂 盒 进 行 质 粒 抽 提 ,并 进行 BomH I +Pst 工 双 酶 切 鉴 
定 , 并 将 酶 切 鉴 定 条 带 位 置 正确 的 质粒 送 测序 ,引物 为 ; 
5-GGGAGGATCTTCACTTACAGGGCAQG-3' 和 5-A 
ACATGTCCTCTGGATAGCCACTGG-3'。 测序 结果 在 
NCBI BLAST 中 比 对 ,最 终 确定 左右 辟 质 粒 是 否 正 确 。 
1.2.3 TALEN 质粒 活性 检测 
1.2.3.1 PRAE HR 用 质粒 中 提 试 剂 盒 抽 提 
TALEN 正 确 质 粒 ,得 到 高 浓度 高 纯度 的 TALEN 质粒 ; 


转 染 前 1 d 将 MGC803 细胞 传 至 6 孔 板 中 ,16~18 h 内 窗 
度 达到 60%~80% 即 可 进行 转 染 ,将 TALEN 左 右 臂 质粒 
各 2 uL+0.5 uL EGFP+5 uL Lipofectamine 3000 混 合 
孵育 并 均匀 加 至 MGC803 细胞 中 , 轻 摇 混 匀 后 置 于 
37 CIGR ,次 日 观察 转 染 效率 。 

1.2.3.2 药 筛 、 提 取 基 因 组 DNA 并 送 测序 设置 不 同 的 
Puromycin 浓 度 梯 度 进行 药物 筛选 ,选择 最 合适 的 药物 
浓度 筛选 转 染 细胞 ;细胞 培养 一 段 时 间 后 ,收集 药 筛 后 
的 存活 细胞 提取 基因 组 DNA 并 送 测序 。 

1.2.3.3 挑 单 克隆 连接 载体 并 测序 根据 DNA 测 序 结 
果 , 选 择 有 多 个 套 峰 的 质粒 对 转 染 的 细胞 挑 单 克 隆 , 收 
集 细胞 提取 DNA 测 序 ,得 到 双 套 峰 图 ,将 单 克隆 株 PCR 
产物 连接 了 载体 测序 ,确定 各 单 克隆 细胞 株 打靶 位 置 的 
碱 基 序 列 。 

1.2.4 利用 TALEN 质粒 建立 MGC-803 细 胞 系 将 鉴定 
得 到 的 MYH9 基 因 斋 低 单 克隆 细胞 株 扩 增 \ 保 存 ,胃癌 
细胞 MGC803 MYH9 基因 敲 低 单 克 隆 细胞 株 稳 转 系 建 
立成 功 。 

1.2.5 提取 MYH9 基 因 敲 低 单 克隆 细胞 株 总 RNA 进行 
RT-PCR 验证 根据 试剂 说 明 书 ,提取 野生 型 和 挑选 的 四 
个 单 克 隆 细 胞 株 总 RNA, 以 PrimeScriptTM RT Master 
Mix 制备 cDNA, 具 体 反 应 体系 :RNA 样 品 0.5 hg,Sx 
PrimeScript RT Master Mix 2 uL, fJri JU DEPC 7K z& 
10 pL,PCR 扩 增 仪 反应 ,条 件 为 :37 %C 15 min,85 © 5 s, 
4 人 保存 , 北 转 录 反 应 产物 分 别 加 入 40 uL DEPC 水 稀 
释 5 倍 后 用 于 RT-PCR。 选 择 SYBR” Green 进行 Real 
Time PCR 的 操作 方法 ,条 件 为 : 预 变性 95 %C ,30 s;qPCR 
扩 增 共 40 个 循环 (变性 95 *C,5 s; 退 火 60 %C,20 s)。 
1.2.6 提取 MYH9 基 因 敲 低 单 克隆 细胞 株 蛋 白 进行 
Western blot 验证 提取 细胞 蛋白 并 测 浓度 ,10% 
SDS-PAGE 电泳 分 离 蛋 白质 后 , 转 蛋 白 至 PVDF 膜 ,5% 
BSA 室温 封闭 1 h; 相 应 一 抗 (1:2000)4 C FRIES 
过 和 夜 ,TBST 清 洗 10 minx3 次 ,二 抗 以 1:3000 稀 释 , 室 
IEEE 1h , TBST YE 10 minx3 次 ;GAPDH 为 内 参 ， 
SynGene 显影 仪 显影 。 

1.2.7 细胞 周期 实验 收集 MYH9 基 因 敲 低 单 克隆 细胞 
株 和 野生 型 MGC803 细 胞 株 ,以 MGC803 为 对 照 组 ,用 
PBS 洗涤 细 胞 1 次 (2000 r/min,5 min) 收 集 并 调整 细胞 
浓度 为 1x10YmL, 取 1 mEL 单 细胞 悬 液 离心 去 上 清 ,加 入 
70% 乙 醇 500 uL. 4 % 固 定 过 夜 ,PBS 洗 去 固定 液 后 加 
100 uL RNase A 37 CC 水 浴 30 min, 再 加 入 400 uL PI 染 
色 混 匀 ,4 % 避 光 30 min 后 上 机 检测 。 

1.2.8 细胞 凋 亡 实验 收集 MYH9 基 因 敲 低 单 克隆 细胞 
株 和 野生 型 MGC803 细 胞 株 ,以 MGC803 为 对 照 组 , 冷 
PBS 洗 2 次 ,用 1xbinding buffer 调整 细胞 浓度 为 1x 
10*7/mL, Jt 100 pL 细胞 县 液 ,加 入 5 pL V-APC 和 10 uL 
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T-AAD, IR. 5] , 冰 上 避 交 孵育 15 min, 加 380 uL 1985 1x 
binding buffer 后 上 机 检测 。 

1.2.9 统计 学 方法 MH GraphPad Prism5 软 件 分 析 , 两 
样本 之 间 采 用 独立 样本 1 检验 ,以 P<0.05 为 差异 有 统计 


PY 
学 意义 。 


2 结果 
2.1 构建 TALEN 质粒 左右 辟 

根据 说 明 书 构建 质粒 双 酶 切 ,电泳 鉴定 结果 示 左 右 
臂 被 酶 切 后 的 片段 数目 和 大 小 与 预期 相符 (图 1)。 测 序 
后 得 到 正确 的 左右 辟 质 粒 。 


图 1 敲 除 MYH9 基 因 的 左 \ 右 臂 质 粒 酶 切 图 

Fig.1 Enzyme digestion results of the plasmids 
for knocking out the left and right arms of MYH9 
gene. M: Marker. 1: Plasmid of the right arm; 2: 
BamH I and Pst I double enzyme digestion of the 
right arm; 3: Plasmid of the left arm; 4: BamH I 
and Pst I double enzyme digestion products of the 
left arm. bp: base pairs. 


2.2) f Em e E E 

将 设计 正确 的 左右 臂 质 粒 按 1:1 组 合用 
Lipofectamine 3000 转 染 胃癌 MGC803 细胞 , ESI RS ZR 
(2 ug/mL)258f E RRUFE DNA PCR 扩 增 并 测序 
鉴定 (图 2) ,出 现 多 个 套 峰 说 明 该 质粒 组 合 有 活性 。 
2.3 筛选 阳性 克隆 并 成 功 构建 MYH9 基 因 项 低 单 克隆 
细胞 株 

将 出 现 多 个 套 峰 的 细胞 株 挑 单 克隆 株 传代 ( 共 挑 选 
到 3~4 个 单 克隆 株 ) ,收集 细胞 提取 DNA 测 序 ,得 到 双 
套 峰 图 (图 3A) 说 明 是 成 功 挑选 出 的 单 克隆 株 , 将 单 克 
隆 株 PCR 产物 连接 T 载 体 测序 发 现 运 用 TALEN 技 术 
敲 除 胃癌 细胞 系 MYH9 基因 效果 不 明显 , 仅 能 得 到 基 
因 敲 低 的 单 克隆 细胞 株 , 即 同 源 染 色 体 有 一 条 是 野生 型 
或 虽 两 条 染色 体 均 有 片段 缺失 但 缺失 的 碱 基数 至 少 一 
条 是 3 的 倍数 (图 3B) ,将 测序 正确 的 MYH9 基因 敲 低 
单 克隆 细胞 株 扩 增 ,成 功 构建 MYH9 基因 区 低音 克隆 
细胞 株 。 


a 
图 2 PCR 产 物 测序 确定 质粒 活性 

Fig.2 The sequences of PCR products to test 
plasmids activity. 


图 3 测序 鉴定 MYH9 基 因 敲 低 单 克隆 株 

Fig.3 DNA sequence analysis for identification of MYH9 
gene knockdown in the monoclonal cells. A: DNA sequences 
of monoclonal cell lines. B: Alignment of the sequences of 
mutated and wild-type MYH9 at the TALEN target sites. The 
number of deleted nucleotides (dashes) was marked on the 
right end of each sequence. 


2.4 荧光 定量 PCR 和 Western blotting 验证 MYH9 基 因 
BURA SES An UAR 

fii Hd RT-PCR 检测 MGC803 单 克 隆 细胞 株 的 
MYH9 mRNA 表达 (采用 2^“ 值 进行 两 独立 样本 1 检 
验 ) ,结果 示 :挑选 的 单 克 隆 MGC803-1,2,4 细 胞 株 
MYH9 mRNA 的 表达 量 明 显 低 于 野生 型 (P<0.001 ) ; 
而 MGC803-3 细胞 株 与 野生 型 细胞 株 MYH9 mRNA 
的 表达 量 未 见 明显 差异 (P=0.14, 图 4A)。 选 用 敲 低 
效果 最 明显 的 MGC803-1 进一步 在 蛋白 水 平 验 证 ,我 
们 发 现 MGC803-1 MYH9 基因 项 低 单 克 隆 细胞 株 中 
MYH9 的 表达 明显 低 于 野生 型 对 照 组 (图 4B)。 以 上 实 
验 结果 表明 成 功 构 建 了 MYH9 基 因 殴 低 的 MGC803 细 
胞 株 。 
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4 Real time PCR FA Western blot 检测 MYH9 基 因 的 表达 


Fig.4 Expression of MYH9 detected by real-time PCR (A) and Western blotting (B) in MGC803 cells. MGC808-1, 2, 3 and 
4 represent different monoclonal cell lines. WT: Wild-type. NS: Not significant. ***P«0.001. 
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将 构建 成 功 的 MYHo9 Hk DT RRE v E 2p LR 
MGC803-1 与 野生 型 MGC803 分 为 实验 组 和 对 照 组 ,分 
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2.6 MYHO X A RURA WEE 2 eTA 9] 7 

将 MYH9 3E [S ii [I ZH Lk MGC803-1 和 野生 型 
MGC803 分 为 实验 组 和 对 照 组 ,分 别 收集 细胞 进行 流 式 
细胞 凋 亡 检测 ,结果 显示 (图 6): 相 比 对 照 组 ,MYHo9 基 
敲 低 后 ,早期 凋 亡 细胞 数目 明显 增加 (P=0.01) ,差异 
有 统计 学 意义 。 


别 收集 细胞 固定 过 夜 进行 流 式 细胞 周期 检测 ,结果 显示 
(图 5): 相 比 对 照 组 ,MYH9 基因 殴 低 后 细胞 受阻 于 G2/ 
M 期 (P=0.024) ,不 能 进入 M 期 进行 正常 的 有 丝 分 裂 。 


100 “150 
Channels (PI-A) 


图 5 MYH9 基 因 敲 低 对 细胞 周期 的 影响 

Fig.5 Effect of MYH9 gene knockdown on cell cycle in 
MGCS803 cells detected by flow cytometry. A: Control 
group; B: The percentage of cells at G2/M phase 
obviously increased compared with the control group; C: 
Quantification of the percentage of cells in G2/M phase. 


3 讨论 

细胞 特定 基因 表达 沉默 一 般 通 过 RNA T E 
(RNAi) 技 术 在 转录 后 水 平实 现 。RNAi 干 扰 分 瞬时 转 
染 和 稳定 转 染 :瞬时 转 染 的 干扰 片段 不 整合 到 宿主 染色 
体 中 ,干扰 效果 持续 时 间 短 ,适合 短期 观察 ;稳定 转 染 的 
干扰 片段 一 般 整 合 到 宿主 染色 体 中 ,但 整合 具有 随机 
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Fig.6 Effect of MYH9 gene knockdown on apoptosis of MGC803 cells detected by Annexin APC and 7AAD on a flow 
cytometer. A: Control group; B: The percentage of early apoptotic cells obviously increased compared with the 


control group; C: Quantification of the percentage of early apoptotic cells. 


性 ,可 能 破坏 某 些 重要 基因 的 表达 。 

基因 编辑 技术 是 在 基因 水 平 精确 实现 对 特定 位 点 
的 剪 切 和 诱发 细胞 自主 修复 ,可 高 效 、 稳 定 和 精准 地 实 
现 对 特定 基因 的 表达 沉默 。 常 用 的 基因 编辑 技术 包括 
镑 指 核酸 酶 (ZEFN) 技 术 ,类 转录 激活 因子 效应 物 核酸 酶 
(TALEN) 技 术 和 成 复 的 规律 间隔 的 短 回 文 重复 序列 
(CRISPR/Cas9) 技 术 。ZEFN 技 术 筛 选 复 杂 成 本 过 高 
限制 了 其 在 细胞 实验 中 的 应 用 中 。 相 比 之 下 ,TALEN 
技术 相对 廉价 ,操作 更 为 灵活 。 然 而 ,TALEN 质粒 构建 
繁琐 限制 了 其 推广 。 近 年 来 , 随 着 TALEN 质粒 构建 试 
剂 盒 的 商品 化 ,复杂 的 TALEN 质粒 构建 变 得 更 为 简 
单 .易于 实验 室 人 员 操 作 。 此 外 ,未 采用 操作 更 为 简 
单 .近期 大 放 异 彩 的 CRISPR/Cas9 技 术 主 要 考虑 到 实 
验 初期 Cas9 技术 尚 不 成 熟 ,“ 脱 靶 ” 效 应 有 待 改 善 。 
此 ,我 们 最 终 使 用 更 为 成 熟 的 TALEN 技术 进行 
MYH9 基因 编辑 。 

MYH9 作 为 细胞 中 重要 的 骨架 蛋白 相关 基因 , 编 
W TL A 758 4E JUL 2] JE JUL SR E A (NM I A) E pE 
(NMMHC II A) ,与 调节 轻 链 MLC20、 肌 动 蛋白 B-actin 
等 通过 影响 细胞 极 性 形成 ,收缩 及 粘 附 等 过 程 促 进 肿瘤 
细胞 浸润 转移 、。 近 年 来 ,有 研究 发 现 骨 架 和 蛋白 除 作为 
细胞 质 收 缩 相关 蛋白 ,还 可 在 核 内 参与 基因 转录 "™"。 
2009 年 ,有 研究 发 现 平滑 肌 肌 球 蛋 白 重 链 MHC( 编 码 基 
MYHI1) 与 肌 动 蛋白 在 小 鼠 结肠 平滑 肌 细 胞 核 内 表 
达 ;MHC 通过 轻 链 MLC20 识别 细胞 间 粘 附 分子 -1 
(ICAM-1) 核 心 启动 子 区 的 AGCTCC (-39/-34) ,同时 
与 RNAP 本 招募 功能 的 肌 动 蛋 白 结 合 , 三 者 一 起 结合 
于 ICAM-1 启动 子 区 ,促进 该 基因 转录 "“。2015 年 ,有 
研究 发 现 心 肌 缺 血 /再 灌注 损伤 发 生 后 ,MLC20 通 过 识 
别 黄 喇叭 氧化 酶 启动 子 区 GTCGCC 促 进 该 基因 转录 从 
而 增加 心肌 的 氧化 应 激 水 平 ”“。MYHo9 作为 骨架 蛋白 
是 否 和 上 述 蛋 白 一 样 存在 核定 位 及 基因 表达 调控 能 
力 ? 通过 建立 该 模型 ,有 助 于 明确 该 问题 ,并 为 后 续 在 


转录 组 水 平 研 究 MYH9 表达 相关 基因 ,深入 了 人 解 
MYH9 核 内 功能 奠定 基础 。 
本 研究 在 挑选 MGC803 胃癌 细胞 单 克隆 株 时 发 
现 , 单 克隆 细胞 株 同 源 染 色 体 上 的 MYH9 Ak ESTER [9] i 
辑 位 点 碱 基 序列 存在 一 定 特点 : 同 源 染色 体 上 的 等 位 编 
辑 位 点 若 有 一 条 缺失 / 搬 人 的 碱 基数 是 非 3 倍 数 , 另 一 条 
只 会 是 野生 型 或 缺失 /插入 的 碱 基数 为 3 的 倍数 , 即 有 一 
条 染色 体 可 以 表达 正常 的 MYH9 和 蛋白 , 仅 能 得 到 基因 
敲 低 细胞 株 。 鉴 于 有 人 研究 发 现 ,MYH9 基因 项 除 小 鼠 上 及 
胎 细 胞 间 粘 附 减弱 和 功能 性 脏 壁 内 豚 层 形成 障碍 ,在 豚 
台 第 6.5 天 原 肠 胚 形成 之 前 就 会 死亡 ,考虑 MYH9 
是 细胞 生存 的 关键 基因 之 一 ,完全 敲 除 对 细胞 株 和 胚胎 
发 育 有 致死 性 。 作 为 细胞 骨架 蛋白 成 员 之 一 ,MYH9 
基因 缺失 引起 的 致死 现象 提示 其 可 能 存在 异 于 其 它 家 
族 成 员 的 功能 。 因 此 ,本 研究 初步 对 MYH9 HA R 
细胞 株 进 行 了 凋 亡 及 周期 等 细胞 生物 学 行为 检测 。 结 
果 发 现 ,MYH9 基因 敲 低 后 的 细胞 G2 峰 明 显 上 调 ( 图 
5B ) ,提示 细胞 周期 受阻 于 G2/M 期 ,考虑 MYH9 作 为 细 
胞 内 重要 的 骨架 蛋白 ,参与 分 裂 过 程 内 在 动力 的 产生 ， 
与 细胞 有 丝 分 裂 相 关 "””。 流 式 细 胞 凋 亡 实验 发 现 
MYH9 基因 斋 低 后 ,Q4 区 细胞 数 显 著 增 多 ( 见 图 6B)， 
提示 细胞 早期 凋 亡 增加 与 MYH9 表 达 下 调 相 关 。 该 现 
象 是 胃癌 细胞 G2/M 期 阻 滞 引 起 的 后 续 效 应 ,还 是 
MYH9 下 调 后 引起 凋 亡 相关 基因 或 通路 异常 ,有 待 于 后 
期 进一步 研究 。 
综 上 所 述 ,利用 TALEN 技 术 最 终 获 得 可 稳定 传代 
的 .在 mRNA 和 和 蛋白 水 平稳 定 敲 低 MYH9 基 因 的 单 克 
隆 株 ,进一步 证 实 TALEN 技 术 是 成 熟 .高 效 .稳定 和 可 
靠 的 基因 编辑 技术 四。MYHo9 BEES E 88 2p EL] 30] 
RIIE ,为 进一步 的 分 子 机 制 研究 提供 了 可 靠 的 细胞 模 
型 和 可 能 的 研究 方向 。 随 着 技术 的 发 展 和 分 子 机 制 研 
究 的 深入 ,MYH9 是 否 像 肌 动 蛋白 和 MYHI11 等 一 样 在 
核 内 参与 重要 基因 转录 .影响 胃 瘤 的 发 生 与 发 展 ,有 待 
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于 进一步 的 研究 。 由 于 时 间 和 经 费 等 原因 ,本 研究 未 进 
行 MYH9 基 因 功 能 恢复 实验 , 备 在 后 续 深入 机 制 研究 


中 


进行 补充 。 
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